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1 Einleitung 
1.1 Therapieprinzipien zur Behandlung der koronaren Herzkrankheit 
Die Diagnostik und die Therapie der koronaren Herzkrankheit haben in den 
Industrienationen große klinische und volkswirtschaftliche Bedeutung erlangt. 
Aufgrund der in den letzten Jahrzehnten stetig ansteigenden Lebenserwartung der 
Bevölkerung steigt auch die Anzahl der Patienten mit behandlungsbedürftigen                            
Herz – Kreislauferkrankungen, die auch die häufigste Todesursache in den 
Industriestaaten darstellt. Während ungefähr 25% der Todesfälle in Deutschland im 
Jahre 2003 auf ein Krebsleiden zurückzuführen waren, verstarb jeder zweite durch 
eine Erkrankung des Herz – Kreislaufsystems (1). Die koronare Herzkrankheit ist die 
Manifestation der Arteriosklerose an den Koronararterien über multifaktorielle 
Prozesse, die zu Myokardischämie, Angina pectoris, Myokardinfarkt, plötzlichen 
Herztod und Herzinsuffizienz führen können. Die Therapie der koronaren 
Herzerkrankung umfasst, abgestuft nach dem Schweregrad der Erkrankung, 
medikamentöse, katheterinterventionelle (PTCA, Stent Implantation) und 
chirurgische  (koronare Bypassoperationen) Verfahren. 
1.1.1 Die Stentimplantation 
Mit der Entwicklung minimal invasiver Techniken wurde es möglich, Koronarstenosen 
als Ursache der Symptomatik des Patienten direkt zu behandeln, während in der 
Bypasschirurgie die Behandlung über den Umweg eines die Stenose 
überbrückenden Gefäßes gegeben war. 
Speziell die Einführung der koronaren Stent Implantation hat die Therapie der 
koronaren Herzkrankheit entscheidend verbessert (2,3,4). Nach zahlreichen 
Untersuchungen im tierexperimentellen Bereich wurde 1986 erstmals von Sigwart et 
al. ein Stent in eine menschliche Koronararterie implantiert (5). Seitdem ist dieses 
Verfahren ständig variiert und verbessert worden, v.a. bezüglich Stentdesign, 
Implantationstechnik und antithrombotischer Therapie. 
Zumeist im Anschluss an eine perkutane Balloondilatation des betroffenen 
Gefäßabschnitts oder aber auch direkt (primäres Stenting) werden Stents unter 
Röntgenkontrolle in das betroffene Gebiet geführt und entfaltet. Es gibt 
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selbstexpandierbare und ballonexpandierbare Stents, wobei heute nahezu 
ausschließlich ballonexpandierbare Stents verwendet werden. 
Eine wichtige Rolle bei der Implantation eines ballonexpandierbaren Stents spielt der 
Implantationsdruck. Einerseits will man primär ein möglichst großes Lumen 
erreichen, andererseits könnten das Ausmaß der Gefäßverletzung und damit die 
Restenose, mit der Höhe des angewendeten Drucks einhergehen. Dirschinger et al. 
(6) konnten nachweisen, dass ein hoher Druck keine Vorteile im Kurz - und 
Langzeitergebnis bringt und dass der „ideale“ Druck zwischen 12 und 14 atm liegt. 
Die Vorteile der Stentimplantation gegenüber der alleinigen perkutanen 
transluminalen Angioplastie (PTCA) bestehen vor allem darin, dass der Stent 
mechanisch den elastischen Rückstellkräften des dilatierten Gefäßabschnitts 
entgegen wirkt (acute elastic recoil) und das Dilatationsresultat sichert. 1994 konnte 
in zwei großen Studien, der STRESS- und der BENESTENT-Studie, nachgewiesen 
werden, dass Stentimplantationen sowohl die Akutereignisse als auch die 
Rezidivrate verbessern können (2,7). Allerdings ist der positive Effekt eines Stents 
auf die Restenoserate rein mechanischer Natur und beruht größten Teils auf einer 
initialen Verhinderung der elastischen Rückstellkräfte („recoil“), was zu einem 
größeren Lumengewinn nach PTCA führt. Trotz dieses positiven Effekts auf die 
Restenoserate begünstigen andererseits sowohl das chronische Barotrauma der 
Gefäßwand als auch der Fremdkörperreiz des Implantats die Neointimaproliferation. 
 
1.2 In - Stent-Restenose 
1.2.1 Klinisches Problem: In - Stent - Restenose  
Die In-Stent-Restenose stellt die bedeutenste Limitation der Stent Implantation dar. 
Da sie in bis zu 20% aller Patienten zu direkten klinischen Konsequenzen führt und 
einen erneuten Eingriff erfordert, ist sie ein zentrales klinisches Problem. Bei einer  
In-Stent-Restenose handelt es sich definitionsgemäß um eine erneute 
Wiedereinengung innerhalb eines implantierten Stents. Angiographisch wird die      
In-Stent-Restenose definiert als eine Wiedereinengung des 
Stentlumendurchmessers von ≥50% innerhalb des ersten halben Jahres nach 
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Implantation. Ursächlich werden verschiedene Mechanismen, die zur Restenose 
führen könnten, diskutiert. Pathophysiologisch ist die Stent Restenose durch eine 
neointimale Proliferation gekennzeichnet, die vorrangig durch eine Aktivierung und 
Proliferation myoepithelialer Zellen ausgelöst wird (8). 
Die klinische Manifestation einer Restenose zeigt sich meist im Auftreten 
pektanginöser Beschwerden, wobei dies kein sicheres Kriterium ist, da die 
Restenosierung ebenfalls einen asymptomatischen Verlauf nehmen kann. Patienten 
mit Diabetes mellitus weisen höhere Restenoseraten auf, und hiermit verbunden, 
schlechtere klinische Langzeitergebnisse (9,10,11). Eine Restenose entwickelt sich 
typischerweise innerhalb von drei bis sechs Monaten nach Stentimplantation 
(12,13,14). Beschwerden nach einem Jahr sind mit großer Wahrscheinlichkeit auf 
einen stenosierenden Prozess in einem anderen Koronarsegment zurückzuführen. 
 
1.2.2  Entstehung der Neointima nach Stentimplantation 
Die Entstehung der Neointima ist als monomorphe Reaktion der Gefäßwand auf 
unterschiedliche Gefäßwandschädigungen zu verstehen (15,16). Die intrakoronare 
Stentimplantation führt zu einem erheblichen endoluminalen Gefäßtrauma (17), 
wobei für die anschließende Ausbildung der Neointima sowohl der Stent, als auch 
die Gefäßwand eine entscheidende Rolle spielen (18). Der Stent selbst beeinflusst 
die Interaktion durch seine Materialeigenschaften und seine mechanischen 
Belastungen. Die Gefäßwand reagiert in ihrer Gesamtheit, das heißt mit den 
zellulären und den extrazellulären Bestandteilen. Das Ausmaß der Reaktion von 
Zellen und Geweben auf die Implantation wird von der Vorgeschichte der Gefäßwand 
mitbestimmt. Ein Stent wird in eine erkrankte Gefäßregion implantiert. Diese 
Erkrankung bringt eine starke Veränderung der lokalen Reaktionsfähigkeit der 
Gefäßwand bezüglich Gefäßtonus und der Interaktion mit den Bestandteilen des 
Blutes (z.B. verstärkte Thrombenbildung). Der Stent verursacht eine Migration und 
Proliferation von Zellen aus der Media und Adventitia, die zum „Einwachsen“ des 
Stents in die Gefäßwand führt. Auf diese Weise wird die thrombogene Oberfläche 
der Prothese dem Blutfluss entzogen. Die nachfolgende Kaskade zellulärer Prozesse 
im Rahmen der Restenosierung wird initial durch die Proliferation glatter 
Muskelzellen eingeleitet und führt über die Re–Endothelialisierung zum Ersatz der 
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extrazellulären Matrix durch Kollagen (19). Durch den initialen Verlust des Endothels 
und der damit deutlich verminderten Synthese endothelialer Faktoren (v.a. NO) 
kommt es zur Dysregulation der vaskulären Homöostase mit gesteigerter 
Proliferation glatter Muskelzellen und Chemotaxis, einer vermehrten Expression 
vaskulärer Adhäsionsmoleküle mit gesteigerter Thrombozyten-/Leukozyten-Adhäsion 
und Aktivierung im Sinne inflammatorischer Reaktionen (8,20,21). 
Es gibt vier Klassen von Adhäsionsmolekülen: Die Cadherine, Integrine, Selectine 
und jene die zur Superfamilie der Immunglobuline gehören (22). Die Endothelzellen 
ermöglichen Monozyten/Lymphozyten durch Expression von Adhäsionsmolekülen an 
der dem Lumen zugewandten Seite sich ans Endothel zu heften (Rekrutierung) und 
durch das Endothel hindurch zu den Entzündungszellen zu migrieren (23).        
VCAM, das mit ICAM zur Immunglobulin – Superfamilie der Adhäsionsmoleküle 
gehört, ist ein transmembranes Glykoprotein, das sieben Ig – Domänen enthält und 
durch Endotoxin, TNFα und IL – 1 induzierbar ist (24). Die Expression der 
Adhäsionsmoleküle wird auch durch eine Reihe von möglichen Noxen induziert. Zu 
diesen Noxen zählen mechanische Faktoren wie Ballondilatation und Stent 
Implantation und immunologische Noxen wie Viren und Endotoxine. Diabetes 
mellitus, Hypertonie, LDL und freie Radikale durch Zigarettenrauch schädigen 
ebenfalls das Endothel (25,26,27). 
Aktivierte Thrombozyten, verletzte Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Granulozyten 
und auch aktivierte Monozyten/Makrophagen setzen Wachstumsfaktoren frei. Diese 
Wachstumsfaktoren initiieren eine zusätzliche Migration und Proliferation glatter 
Muskelzellen aus der Media und Adventitia. Die stimulierten glatten Muskelzellen 
produzieren Extrazellulärmatrix, die etwa 90% der humanen Neointima ausmacht. 
Die restlichen 10% der Neointima bestehen aus zellulären Bestandteilen. 
Nach Ergebnissen ihrer Tierversuche mit Schweinen teilen Schwartz et al. die 
zelluläre Reaktion auf eine Arterienwandschädigung in drei Phasen ein. Dieses trifft 
auch für die pathophysiologischen Prozesse bei der Stenteinheilung zu (21): 
1. Thrombotische Phase: Nach der Balloninflation werden die Stentstruts 
unterschiedlich stark in die Gefäßwand bzw. in die oberflächlichen 
Plaqueanteile hineingepresst und es kommt innerhalb einiger Minuten zur 
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Ausbildung einer Thrombusschicht aus Fibrin, Thrombozyten und gefangenen 
Erythrozyten im Bereich des blutumströmten alloplastischen Stentmaterials.  
2. Zelluläre Rekrutierungsphase: drei bis vier Tage später kommt es zu einer 
luminalen Proliferation von Endothelzellen, die das thrombotische Gewebe 
abdecken. Im weiteren Verlauf kommt es zur Rekrutierung inflammatorischer 
Zellen wie Monozyten/Makrophagen und Lymphozyten. Entzündungszellen 
und der Thrombus selbst sind wahrscheinlich die Quelle für Zytokine und 
Wachstumsfaktoren, die die dritte Phase auslösen. Extreme Gefäßdehnungen 
verstärken den inflammatorischen Prozess, so dass auch die Adventitia 
involviert ist. 
3. Proliferationsphase: Sieben bis neun Tage nach der Schädigung kommt es zu 
einer Migration und Proliferation von Myofibroblasten und/oder glatten 
Muskelzellen aus der Media und Adventitia in das thrombotische Material 
ausgelöst durch eine Stimulation durch aktivierte Thrombozyten und 
Entzündungsmediatoren. Nach und nach wird das thrombotische Material 
durch Extrazellulärmatrix und Zellen ersetzt, es kommt schließlich zu einer 
Konstriktion und erhöhten Zelldichte in den betroffenen Gefäßabschnitten.  
Die unterschiedlichen Prozesse im Rahmen der Restenosierung bieten 
Angriffspunkte in der Therapie der Stent –Restenose. 
 
1.2.3  In - Stent Restenose bei diabetischer Stoffwechsellage                                                                   
Die koronare Herzkrankheit ist die wesentliche kardiale Manifestation und 
prognostisch bestimmende Komplikation bei Patienten mit Diabetes mellitus.  
Es gibt einige pathophysiologische Konzepte, die die Bedeutung des Diabetes 
mellitus als Risikofaktor für die koronare Herzkrankheit zu erklären versuchen. Neben 
den pathologischen Gefäßveränderungen, scheint eine diabetische Stoffwechsellage 
zusätzlich einen hyperkoagulatorischen Status zu schaffen (29). Dieser wird 
sekundär hervorgerufen durch eine gesteigerte Konzentration an 
koagulationsfördernden Faktoren im Blut, wie z.B. Gerinnungsfaktor VII, aber auch 
durch eine verminderte Konzentration an Antikoagulanzien, wie z.B. Protein C und 
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Antithrombin III (30). Eine weitere bedeutende Rolle hierbei hat der 
Plaminogenaktivator – Inhibitor Typ I (PAI 1), der wichtigste Regulator des endogen 
fibrinolytischen Systems. In großen prospektiven Studien wurde die positive 
Korrelation der Fibrinogen – Plasmakonzentration mit der Inzidenz von akutem 
Myokardinfarkt und plötzlichem Herztod beschrieben, und die Beziehung zwischen 
erniedrigter fibrinolytischer Aktivität und erhöhten koronaren Risiko verdeutlicht 
(30,31,32). Patienten mit Diabetes mellitus weisen häufig eine erhöhte                   
PAI 1 - Aktivität und auch eine frühere und stärker ausgeprägte arteriosklerotische 
Gefäßveränderungen auf als Nicht – Diabetiker (27). In zahlreichen in vitro Studien 
wurden mittels Zellkultur eine ansteigende PAI 1 – Aktivität bei zunehmender 
Glukosekonzentration beobachtet (33,34). Die beim Diabetes mellitus auftretenden 
Hyperglykämien können somit häufig zu verminderter endogener fibrinolytischer 
Aktivität beitragen. Der für den Diabetes mellitus Typ II charakteristische 
Hyperinsulinismus korreliert ebenfalls  mit einer Erhöhung der PAI 1 – Aktivität im 
Plasma. Mehrere große Studien haben eine Assoziation des Hyperinsulinismus mit 
der Entwicklung einer KHK verdeutlicht (35,36). In Zellkultur – Versuchen konnte 
eine stimulierende Wirkung von Insulin auf die PAI 1 – Synthese von Hepatozyten 
gezeigt werden. Dies bedeutet, dass eine Hyperinsulinämie zu einer direkten 
Zunahme der PAI 1 – Aktivität und damit zu einer Abnahme der endogenen 
fibrinolytischen Aktivität im Plasma führt (37,38). Somit liegt nahe, dass zumindest 
ein Teil der erhöhten Prävalenz der Arteriosklerose bei Diabetikern auf eine 
vermehrte PAI 1 – Aktivität infolge diabetogener Stoffwechsellage zurückzuführen ist. 
Auch Abnormalitäten in der Thrombozytenfunktion und - struktur, bei meist normaler 
Thrombozytenanzahl, scheinen den prothrombotischen Status der diabetischen 
Stoffwechsellage zu beeinflussen. Die Thrombozyten sind meist vergrößert, besitzen 
eine gesteigerte Aktivität an  Glykoprotein IIb/IIIa – Rezeptoren, und ein vermindertes 
Aktivierungs -  und Aggregationspotential (39). 
Diabetiker stellen aufgrund ihres erhöhten Morbiditäts- und Mortalitätsrate eine 
besondere Risikogruppe innerhalb der Patienten mit koronarer Herzkrankheit dar, 
und weisen, vornehmlich als Folge einer erhöhten Restenoserate, eine bedeutend 
schlechtere Prognose nach Koronarinterventionen auf. Bei einer diabetischen 
Stoffwechsellage führen Hyperglykämie und Hyperinsulinämie möglicherweise über 
die Akkumulierung von Glykolysierungs – Endprodukten zu einer Verstärkung der 
Einleitung 7 
 
inflammatorischen und proliferativen Prozesse im Rahmen der Restenosierung (40). 
Es hat sich gezeigt, dass die metabolische und hormonelle Stoffwechsellage beim 
Diabetiker ein Milieu schafft, das Koagulation, neointimale Proliferation                  
und Thrombozytenaktivierung begünstigt. Die Akkumulation von                
Glykolysierungs – Endprodukten erzeugt eine direkte Endothelschädigung durch 
vermehrten oxidativen Stress, Stickoxid – abhängige Vasodilatation, gesteigerte 
subendotheliale zelluläre Proliferation, Extrazellulärmatrixformation und eine 
vermehrte Entzündungreaktion  durch die Freisetzung von Zytokinen und 
Makrophagen – Aktivierung. Typisch für eine diabetische Stoffwechsellage ist eine 
Serumlipidkonstellation mit erhöhten Triglyzerid -  und LDL-Cholesterinkonzentration, 
und niedrigen HDL- Cholesterinkonzentration. 
Nicht-Diabetiker weisen nach Implantation von Metallstents Restenoseraten von     
30 - 40% auf, wohingegen bei diabetischen Patienten Restenoseraten von bis zu 
54% beobachtet wurden (41). In einer Studie von Choi et al. hat sich gezeigt, dass 
das Auftreten von Stent – Restenosen in einer Patientengruppe mit hohen Werten an 
Glykolysierungs - Endprodukten (> 170U/ml)  höher war (40.1%) als bei einer 
Patientengruppe mit niedrigen Werten (< 170 U/ml) (42). Abizaid et al. zeigten in 
einer Studie, dass ein insulinpflichtiger Diabetes mellitus im Vergleich zum nicht-
Insulinpflichtigen Diabetes mellitus das Risiko der Restenosierung nach Stent 
Implantation erhöht. In derselben Studie konnte des weiteren gezeigt werden, dass 
neben der Restenoserate auch die Anzahl der Myokardinfarkte, der Gefäßverschluß 
im Bereich des Stents und die Notwendigkeit eines erneuten Eingriffs bei der 
diabetischen Patientengruppe signifikant höher war, als in der nicht-diabetischen 
Gruppe (43). Im diabetischen Patientenkollektiv wurde bei 60% nach Stent 
Implantation  ein komplikationsloser Verlauf beobachtet, wobei dies in der nicht-
diabetischen Gruppe bei 76% der Patienten der Fall war. Des Weiteren haben 
Untersuchungen gezeigt, dass diabetische Patienten mit einer schlechten 
Blutzuckereinstellung ein deutlich größeres Risiko haben nach Stent Implantation 
eine Restenose zu entwickeln, als diabetische Patienten mit gut eingestelltem 
Blutglukosespiegel. Sie haben vergleichbare Langzeitergebnisse wie nicht- 
diabetische Patienten (45). Bestehende Insulinresistenz und endotheliale 
Dysfunktion, welche typisch für den Diabetes mellitus sind, begünstigen ebenfalls 
das Auftreten von Restenosen nach Stent Implantation (46). 
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1.3 Medikamenten - beschichtete Stents zur Reduktion der In-Stent-
Restenose 
Neuartige Medikamenten - beschichte Stents, so genannte „Drug-eluting stents“ 
(DES), ersetzen immer mehr die herkömmlichen Metallstents bei der Behandlung 
von koronaren Stenosen. Sie senken nachweisbar das Risiko der In – Stent – 
Restenose, sowohl bei diabetischen, als auch nicht-diabetischen Patienten 
(48,49,50,51,52,53). 
Der Aufbau eines Medikamenten-beschichteten Stents ist komplex und beinhaltet 
mehrere Komponenten: 
Die Ebene („platform“): der Stent selbst wird als lokaler Medikamententräger 
eingesetzt. Als Plattform wird in den meisten Fällen ein kommerziell erhältliches 
Stentsystem verwendet. Diese Stents dienten in den Zulassungsstudien auch als 
Kontrollgruppe. 
Die Beschichtung („delivery vehicle“): Die meisten Stentsysteme verfügen über eine 
Beschichtung mit Polymeren. Diese Kunststoffe können mit verschiedenen 
Substanzen beladen werden. Auch die Freisetzungskinetik der Substanz kann durch 
spezielle Beschichtungen kontrolliert werden. Die Beschichtung des Stents sollte 
resistent gegenüber mechanischer Abnutzung sein, sollte eine Reihe von günstigen 
pharmakologischen Eigenschaften besitzen wie z.B. eine vorhersehbare Art der 
Medikamentenfreisetzung (Dosis – und Zeitabhängigkeit), sterilisationsfähig und 
biokompatibel sein und eine hohe mechanische Integrität aufweisen. Des Weiteren 
sollte die Beschichtung selbst möglichst die Gefäßreaktion bei Stent Implantation 
nicht verstärken. Es ist zu beachten, dass es wohl keine universelle Beschichtung 
gibt, sondern dass unterschiedliche Substanzen auch unterschiedliche 
Beschichtungen erfordern. Verschiedene Arten von Stentbeschichtungen sind 
bislang entwickelt worden, wie z.B. Beschichtungen mit stabilen Polymeren oder 
auch Phosphorylcholin, mit biologisch abbaubaren Polymeren (54,55), 
Keramikbeschichtungen oder auch mit direkter Medikamentenbindung an den 
Metallstent. 
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Die Substanz („agent“): die lokale Substanz soll die komplexe Kaskade an 
Reaktionen hemmen, die zur Neointimaformation nach Stentimplantation führt Die 
entzündlichen und proliferativen Mechanismen der allgemeinen Gewebsheilung und 
die spezifische Rolle von Blut – und Gefäßwandbestandteilen auf den reparativen 
Gefäßprozess sind potentielle Ziele um die neointimale Proliferation zu reduzieren. 
Es gibt eine Vielzahl von unterschiedlichen Medikamenten, die sich als Beschichtung 
eines Stents eignen, und aktuell in Rahmen von Studien erprobt werden oder 
wurden: 
Beschichtung Studien 
Rapamycin Derivate 
Sirolimus RAVEL (56), SIRIUS (57) 
Tacrolimus PRESENT/PRESET(58) 
Everolimus FUTURE I/II/III (58) 
ABT – 578 ENDEAVOR (59) 
Taxol Derivate 
Paclitaxel 
TAXUSI/II/III(60) 
ELUTES/ASPECT(61)  
APPLAUSE (62) 
7 – Hexanoyltaxol SCORE (63) 
Andere 
Dexamethasone STRIDE (64), EMPEROR(57) 
Actinomycin D ACTION (65) 
Mycophenolic Acid IMPACT (66) 
Tabelle 1: Überblick von Studien zur Evaluation Medikamenten – beschichteter  Stents 
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1.3.1  Das Rapamycin – Derivat Tacrolimus 
Entzündungsprozesse sind eine der bedeutensten Komponenten der neointimalen 
Hyperplasie nach Stent Implantation. Es existiert eine enge Korrelation  zwischen 
dem Grad der Entzündungsreaktion und dem Ausmaß der neointimalen Proliferation 
(52). Die Verwendung antiinflammatorischer Substanzen stellt daher einen 
vielversprechenden Therapieansatz dar. 
Tacrolimus, auch als FK506 oder Fujimycin bekannt, ist ein potentes 
immunsuppressives Makrolid mit nachgewiesener Hemmung auf die humane 
vaskuläre SMC – Proliferation und Endothelzellen. Außerdem zeigt es einen 
hemmenden Effekt auf die T – Lymphozyten – Aktivität durch Bindung an das FK506 
– bindende Protein 12 (FKBP12). Der gebildete Tacrolimus – FKBP12 – Komplex 
hemmt die zytoplasmatische Phosphatase Calcineurin (52). Durch die Hemmung des 
Calcineurin wird die Freisetzung von Interleukin 2, Interleukin 3, Interleukin 4, 
Interleukin 5, Interferon γ, Granulozyten – Makrophagen koloniestimulierender Faktor 
(GM-CSF) und dem Tumornekosefaktor α gehemmt und somit die Immunantwort und 
die Entzündugsreaktion unterdrückt. Außerdem besitzt Tacrolimus eine 
antiinflammatorische und immunsuppressive Potenz über die Stimulation der 
Transforming growth factor (TGF) β – Expression. Tacrolimus wirkt auch hoch potent 
als Apotose – Inhibitor durch Hemmung der Fas Ligand (FasL) – Freisetzung (67,68). 
Es wird vermutet, dass der FKPB12 – Komplex außerdem die Expression von 
Zellzyklus – Proteinen beeinflusst. Versuche mit FKPB12 – „Knock – out“ Mäusen 
zeigen eine vermehrte Expression des p21, und dies scheint verantwortlich zu sein 
für den antiproliferativen Effekt, der bei vaskulären SMC beobachtet werden kann 
und für eine Hemmung der G1 – Phase des Zellzyklus sorgt (52). Des weitern hat 
sich gezeigt, dass in den Gefäßabschnitten, in denen es zu einer Restenose kommt, 
die FKBP12-Expression deutlich vermehrt war, was auch den für den Einsatz von 
Tacrolimus zur Prävention der In-Stent-Restenose spricht (69). Eine exzessive 
neointimale Hyperplasie zeigt Parallelen zum Tumorwachstum, was den Einsatz von 
antiproliferativen Substanzen in der Therapie als sinnvoll erscheinen lässt. Aufgrund 
seiner sowohl antiproliferativen als auch entzündungshemmenden Wirkung kann 
Tacrolimus potentiell mehrere Mechanismen der Restenose, insbesondere im 
diabetischen Stoffwechsel, hemmen. Es zeigte bereits in verschiedenen 
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präklinischen Studien, dass es eine neointimale Hyperplasie signifikant hemmen 
kann (70,71).  
Tacrolimus ist zurzeit zur Prophylaxe von Abstoßungsreaktionen nach 
Organtransplantationen und aufgrund seines entzündungshemmenden Effekts zur 
Therapie der Neurodermitis  zugelassen. Die Effekte von Tacrolimus als Wirkstoff 
von Medikamenten – beschichteten Stents sind bislang unbekannt. 
 
Abbildung 1: Strukturformel Tacrolimus (Freie Enzyklopädie Wikipedia®) 
 
1.4  Tiermodelle der In - Stent Restenose 
Tiermodelle sind unersetzlich für das Verständnis der vaskulären Antwort auf 
koronare PTCA und sie sind bedeutend zur Testung neuer 
Behandlungsmöglichkeiten, die der Prävention der In – Stent Restenose dienen.    
Es existieren bereits eine Reihe von Tiermodellen zur Untersuchung der                   
In – Stent – Restenose, u.a Schweine-, Kaninchen- und Rattenmodelle 
(72,73,74,75,76,77). Das ideale experimentelle Modell zur Erforschung der 
Präventionsmöglichkeiten der Restenose sollte zuverlässige Aussagen über klinische 
Bedeutungen zulassen, auch sollten sie ein vergleichbares Krankheitsbild wie beim 
Menschen zeigen (78).  
Einleitung 12 
 
Aufgrund der steigenden Inzidenz des Diabetes mellitus sowie des bedeutenden 
Risikopotentials des Diabetes im Kontext mit koronarer Interventionen, besteht 
Bedarf an diabetischen  Modellen der Stent – Restenose.  
Es existiert ein Großtiermodell, bei dem Schweine mittels Streptozotocin in eine 
diabetischer Stoffwechsellage überführt worden sind und anschließend Stents in die 
Koronararterien implantiert wurden (Carter et al.) (79). An der Medizinische Klinik der 
Rheinisch – Westfälisch – Technischen Hochschule Aachen wurde erfolgreich das 
erste diabetische Kleintiermodell zur Stent – Restenose etabliert und für die 
Evaluierung Medikamenten – beschichteter Stents bei diabetischer Stoffwechsellage 
verwendet.  
1.5  Zielsetzung der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit ist die Evaluierung eines Tacrolimus-beschichteten Stents in einem 
diabetischen Tiermodell im Vergleich zu einem nicht – beschichteten Kontrollstent 
zur Prävention der Stent – Restenose.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Das Tiermodell 
2.1.1 Versuchstiere  
Für den Versuch wurden 46 männliche weiße Neuseelandkaninchen mit einem 
Körpergewicht von 3,0 bis 3,5 kg verwendet. Die Tiere wurden von der Firma Charles 
River (Les Oncins, Frankreich) im Alter von acht bis zwölf Monate geliefert. Sie 
wurden speziell für Versuchszwecke unter SPF – Bedingungen (spezifiziert keimfrei) 
gezüchtet. 
         Haltung 
Die Haltung der Tiere und die Durchführung der Versuche erfolgte am Institut für 
Versuchstierkunde der Rheinisch – Westfälischen Hochschule Aachen. Die Tiere 
wurden für die gesamte Versuchsdauer einzeln in rostfreien Edelstahlkäfigen der 
Größe 75cm x 56cm x 60cm mit Lochboden und ohne Einstreu gehalten. Der Raum 
in dem sich die Käfige befanden hatte eine Größe von 18,5 qm.                              
Der Hell – Dunkel – Rhythmus betrug zwölf Stunden, wobei die Beleuchtung 
(beginnend um 6 Uhr morgens) durch Neon – Leuchtstoffröhren gewährleistet wurde. 
Die Temperatur betrug 22°C, die relative Luftfeucht igkeit 50%. Es bestand ein         
15 – facher Luftwechsel für den Raum. Die Tiere erhielten Trockenfutter der Marke 
Sniff Spezialdiäten GmbH, Soest und keimfreies Wasser (durch Ozonierung und     
HCl – Ansäuerung) ad libitum. 
Begonnen wurde mit einer regulären Futtermischung mit 16,5% Proteingehalt, 3,2% 
Fettgehalt, einem Rohfasergehalt von 15,5% und den Vitaminen A, D und E als 
Zusatzstoffe. Diese Nahrung wurden dann im Laufe des Versuchs zwei bis sechs 
Wochen nach Alloxangabe präoperativ (je nach Allgemeinzustand des jeweiligen 
Tieres) auf cholesterinreiches Futter mit 5g Cholesterin/kg umgestellt, welches dann 
bis zum finalen Versuch beibehalten wurde. Während des gesamten 
Versuchszeitraums unterlagen die Tiere einer regelmäßigen tierpflegerischen und 
veterinärmedizinischen Überwachung. Alle Versuche wurden unter Berücksichtigung 
der Richtlinien des für diese Studie eingeholten Ethikvotums des 
Regierungspräsidiums Köln (Votum-Nr. 50.203.2-AC, 27/02) durchgeführt. 
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2.1.2  Induktion einer diabetischen Stoffwechsellage: Alloxan-Applikation 
Eine diabetische Stoffwechsellage wurde bei einer durch Zufall ausgewählten 
Gruppe von Versuchstieren induziert. Hierfür wurde Alloxanmonohydrat (2, 4,5,6 
Tetraoxypyramidint, 5,6 Dioxyuracil, 2,4,5,6 (1H,3H) Pyrimidinetetrone) der Firma 
Sigma – Aldrich verwendet. Alloxan ist eine wasserlösliche, leicht sauer reagierende  
Substanz, die sich schnell in Alloxansäure, einem Isomer, das nicht diabetogen wirkt, 
umwandelt. Die Stabilität von Alloxan ist pH – und temperaturabhängig. Unter 
physiologischen Bedingungen hat es eine Halbwertzeit von ca. einer Minute. Somit 
zerfällt es in Körperflüssigkeiten sehr schnell. Nach der Behandlung mit Alloxan sind 
histologisch innerhalb von zehn Minuten eine Abnahme von nuklearen und 
zytoplasmatischen Granula, geschwollene endoplasmatisches Retikula und 
Mitochondrien im Pankreasgewebe zu erkennen. Später treten 
Membrandesintegrationen, Karyolysis und letztlich innerhalb von 24h massive          
B – Zellnekrosen auf (78,79). Diese pathologischen Veränderungen sind schon für 
kleinste Alloxankonzentrationen B – zellspezifisch, wobei die schnelle und hohe 
Akkumulation von Alloxan in den endokrinen Pankreas für diese Spezifität 
verantwortlich gemacht wird (81,82,83). Der Alloxan – induzierte Diabetes zeigt 
klassische Symptome des humanen Diabetes mellitus. Alloxanmonohydrat ist bei 
einer Temperatur von 2 – 8°C zu lagern. Es wurde mi t NaCl 0,9% gelöst und auf ein 
Volumen von 3ml/kg gebracht, wobei die Dosierung 75mg/kg betrug. Die fertig 
angesetzte Applikationslösung, die einen pH – Wert von 5 – 6 hatte, wurde innerhalb 
der folgenden 5 Minuten verabreicht. Die Applikation erfolgte unter Narkose mit 
einem Butterfly der Größe 21 GA (BD Infusion Therapy, Helsingborg, Schweden) 
intravenös über die laterale Ohrvene. 
Zur Narkose wurde ein Gemisch aus 200µg/kg Medetomidin (Orion Pharma/ Pfizer, 
Karlsruhe) und 35mg/kg KG Ketamin 10% (Ceva Tiergesundheit GmbH, Düsseldorf) 
verwendet.  
Die Alloxanapplikation erfolgt Montag morgens um 9 Uhr, damit die komplette 
folgende Woche zur Beobachtung zur Verfügung stand. Vor der Alloxanapplikation 
wurde eine Blutglukosewert – Bestimmung durchgeführt. Dieser Wert diente als 
Kontrollwert. Am Applikationstag selbst muss der Blutzucker nachmittags um 14 Uhr 
erneut gemessen werden, da der Blutglukosewert erfahrungsgemäß erst stark 
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ansteigt und bis zum nächsten Morgen abfällt. Daher muss je nach Situation Glukose 
40% oder NaCl 0,9% subkutan verabreicht werden. Der erste Anstieg kann 
wahrscheinlich auf eine Interaktion mit dem Narkosemittel Dormitor® zurückzuführen 
werden, da Dormitor® laut Herstellerangaben durch Senkung der Insulinsekretion 
eine vorübergehende Hyperglykämie bewirken kann. Um einer Dehydration der Tiere 
vorzubeugen, ist eine Substitution von NaCl 0,9% solange wie nötig induziert (in der 
Regel bis 12 – 14 Tage nach Alloxanapplikation). Der Blutglukosespiegel wurde bei 
den Versuchstieren täglich morgens um 9 Uhr kontrolliert. In den ersten Tagen und je 
nach Bedarf auch nachmittags um 14 Uhr. 
Die Regulation des Blutglukosespiegels erfolgte durch Actraphan (Insulin-Actraphan 
HM 30/70, Novo Nordisk), ein synthetisch hergestellt Präparat, das zu 30% aus 
Normalinsulin und zu 70% aus Verzögerungsinsulin besteht. Die Actraphangabe 
wurde bei jedem Tier individuell angepasst. Das Actraphan wurde mit NaCl 0,9% auf 
ein Volumen von ca. 0,8ml gelöst. Unser Kontrollbereich lag bei Werten zwischen 
300 – 350mg/dl.  
Für die Actraphansubstitution galten folgende Richtwerte: 
1. Gemessener Blutglukosespiegel 
Zu applizierende Einheiten an Actraphan 
s.c 
400 – 490 mg/dl ½ Einheit Actraphan 
490 – 590 mg/dl 1 Einheit Actraphan 
> 600 mg/dl 
1,5 – 4 Einheiten Actraphan und 
zusätzlich nachmittags ½ Einheit 
Actraphan 
Tabelle 2: Schema zur Substitution von Actraphan zur Blutzuckereinstellung 
Grundsätzlich wurden zweimal täglich (morgens und nachmittags) 5ml NaCl 0,9% s.c 
bis zu 10 – 12 Tage nach Alloxanapplikation substituiert. Sonst galten für die NaCl 
0,9% - und Glukose 40% - Substitution folgende Richtwerte: 
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Gemessener 
Blutglukosespiegel 
Zu applizierende Menge an 
NaCl 0,9% s.c 
Zu applizierende Menge an 
Glukose 40% s.c 
< 80 mg/dl 5ml NaCl 0,9% 10ml Glukose 40% 
80 – 90 mg/dl 5ml NaCl 0,9%   5ml Glukose 40% 
100 - 350 mg/dl            -------------             ----------- 
>350 mg/dl 5ml NaCl 0,9%             ----------- 
Tabelle 3: Schema zur Substitution von NaCl 0,9% und Glukose 40% 
Über jedes Tier wurde eine Versuchsakte geführt, welche die tägliche Gabe von 
NaCl 0,9%, Glucose und Actraphan und den gemessenen Blutglukosewerte 
dokumentiert. Tiere mit einem mittlerem Blutglukosewert von >250mg/dl wurden als 
diabetisch gewertet. Bei stark ausgeprägter Hyperglykämie wurden den 
entsprechenden Tieren zwei Wasserflaschen zur Verfügung gestellt. 
 
2.2  Verwendete Stent 
2.2.1  Jostent® FlexMaster 
Der Jostent® FlexMaster (Jomed, Rangendingen, Deutschland, heute: Abbott 
GmbH, Ludwigshafen, Deutschland) ist ein ballonexpandierbarer, sogenannter 
„slotted tube“ Stent aus Edelstahl 316 L. Es wurden Stents mit einer Länge von 
12mm und einem Durchmesser von 3mm im expandierten Zustand verwendet. Der 
Stent ist auf einem Trägersystem (Jomed® Delivery System) vormontiert, der aus 
einem kurz vor der distalen Spitze befindlichen Ballon besteht und zur Dilatation von 
verengten Läsionen (z.B. in Koronararterien) bestimmt ist. Der Jostent® FlexMaster 
ist zusätzlich mit einem Hydrex Coating System ausgestattet, eine Beschichtung aus 
Silikon und einer hydrophilen Komponente. 
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Abbildung 2: Jostent Flex Master im expandierten Zustand (Abbott VascularDevices®) 
 
2.2.2  Jostent® FlexProgress 
Für den Jostent® FlexProgress (Jomed Rangendingen, Deutschland, heute: Abbott 
GmbH, Ludwigshafen, Deutschland) treffen dieselben oben erwähnten Kriterien zu, 
wie für den Jostent® FlexMaster. Der Stent ist elektropoliert und direkt mit dem  
Makrolid Tacrolimus in einer Dosierung von 173 µg/ Stent beladen. Da der Stent eine 
Länge von 12mm hat, sind es 1,7µg Tacrolimus pro mm². 
 
2.3  Stent Implantation 
2.3.1  Präoperatives Vorgehen 
Zur Vorbereitung auf die Stent Implantation wurde den Tieren am Vortag das Futter 
um 15 Uhr entzogen. Außerdem wurde 40mg Aspirin dem Tier oral verabreicht, was 
am Morgen des Operationstags wiederholt wurde. Zusätzlich wurde kurz vor der OP 
der Blutglukosespiegel und das Gewicht bestimmt. 
2.3.2  Anästhesie und postoperative Analgesie 
Die Operation der Kaninchen wurde unter Vollnarkose durchgeführt. Allen Tieren 
wurde als Prämedikation 5mg/kg Diazepam 0,5% lispro (Braun Melsungen, 
Melsungen, Deutschland) verabreicht. Zur Einleitung der Narkose erhielten alle Tiere 
eine subkutane Injektion von 200µg/kg KG Medetomidin – HCl (Dormitor®) und 
35mg/kg KG Ketamin. Nach Eintritt der Sedierung wurde das Tier am Hals rasiert 
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und eine Verweilkanüle (Abboth – T 22G x 32mm, Außendurchmesser 0,9mm, 
Innendurchmesser 0,6mm, Abboth, Wiesbaden, Deutschland) in die Vena auricularis 
des linken Ohres eingebracht. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde während 
der Operation durch diese Verweilkanüle je nach Bedarf Dormitor und Ketamin in 
Boli intravenös appliziert. Um Dehydrationen der Kornea entgegenzuwirken, wurde 
vor Operationsbeginn   Dexpanthenol – Salbe (Bepanthen® Roche Augen – und 
Nasensalbe, Hoffmann – La Roche, Grenzach – Wyhlen, Deutschland) in den 
Bindehautsack verabreicht. Nach Abschluss des operativen Eingriffs erhielten die 
Tiere am ersten postoperativen Tag zur Kupierung des postoperativen Schmerzes 
und zur Vorbeugung von Infektionen eine intramuskuläre Injektion von Temgesic® 
(Buphrenorphin, Essex Pharma, München, Deutschland) mit einer Dosierung von 
0,05mg/kg KG und eine subkutane Injektion von Zinacef® (Cefuroxim, Fresenius, 
Bad Homburg, Deutschland) in einer Dosierung von 30mg/kg KG. Des weiteren 
wurde den diabetischen Tieren 10ml NaCl 0,9% und den nicht – diabetischen Tieren 
10ml Glukose 5% appliziert. Bis zum Exitus erhielten alle Tiere 40mg 
Acetylsalicylsäure (Aspisol™, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) oral, erst täglich 
und dann nach zwei Wochen postoperativ jeden zweiten Tag. 
2.3.3  Operation 
Die Stent Implantation erfolgte sowohl in der Alloxangruppe als auch in der 
Kontollgruppe biiliakal. Die Operationen erfolgten unter sterilen Bedingungen mit 
sterilen Instrumentarien und hatten eine durchschnittliche Dauer von 60 ± 5 min. Sie 
fanden statt in den Operationssälen des Instituts für Versuchstierkunde im Klinikum 
der RWTH Aachen. 
Nach Rasur des ventralen Halsbereichs in einem Ausmaß von ca. 10 x 5 cm und 
Hautdesinfektion wurde der Operationsbereich in Rückenlage der Versuchstiere steril 
abgedeckt. Die rechte Arteria carotis wurde durch einen ca. 6 cm lange Schnitt 
freipräperiert. An das Gefäß wurde distal eine Ligatur mit 5.0 Prolene® (Ethicon, 
Johnson & Johnson, Düsseldorf, Deutschland) gebracht und proximal mit               
5.0 Prolene® angelegt und desweitern eine Schlinge mit Vicryl® 4.0 (Ethicon, 
Johnson & Johnson, Düsseldorf, Deutschland). Es folgte eine Arteriotomie. Eine 
Schleuse der Größe 11cm/0.38“,0,97mm (Cordis Cooperation, Miami, Florida, USA) 
wurde eingeführt. Anschließend wurden intraarteriell 500IE Heparin (Heparin – Na 
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Braun, Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland) verabreicht. Ein Führungsdraht 
wurde durch die Schleuse eingeführt und bis in eine der beiden Arteriae femorales 
vorgeschoben. Zur Darstellung der Gefäßverhältnisse wurde Kontrastmittel (Ultravist 
– 370, Schering, Berlin, Deutschland) appliziert und mit Hilfe des C – Bogens 
dargestellt. Vor der eigentlichen Stent Implantation erfolgte durch einen 3F Ballon 
Embolektomie– Katheter an der zur Implantation des Stents bestimmten Region 
innerhalb des Gefäß eine Denudation des Gefäßendothels („double – injury“ – 
Modell). Die Stent Implantation erfolgte biiliakal, wobei zufallsverteilt auf einer Seite 
der unbeschichtete Stent (Jostent Flex Master, 3.0 x 12 mm, (Jomed, Rangendingen, 
Deutschland)) und auf der anderen Seite der beschichtete Stent (Jostent Flex 
Progress 3.0 x 12 mm (Jomed, Rangendingen, Deutschaland)) platziert wurde. Der 
Druck für die Implantation lag bei 1 atm bei einer Dauer von 15 Sekunden. Es wurde 
ein Abschlussbild mit dem C – Bogen angefertigt und anschließend die Schleuse 
wieder entfernt. Beim Entfernen der Schleuse wurde die vorher am Gefäß 
angebrachte 5.0 Prolene angezogen und das Gefäß vollständig ligiert. Anschließend 
wurden eine Muskelnaht, eine intrakutane Hautnaht fortlaufend mit Vicryl 4.0 und die 
Haut mit Prolene® 5.0 durch Einzelknopfnähte verschlossen. Es folgte eine 
Hautdesinfektion mit Polyvinylpyrrolidon – Jod Propanol (Braunoderm, Braun 
Melsungen, Melsungen, Deutschland). Das Tier wurde bis zum Erwachen 
beobachtet. Während und nach der Operation wurden das Procedere und die 
klinischen Befunde in einem Operationsprotokoll festgehalten und mittels C – Bogen 
bildlich dokumentiert. 
2.4  Finalversuch 
Der Exitus fand unter sterilen Bedingungen statt und wurde unter Narkose 
durchgeführt. Als Narkosemittel wurde  Ketamin 10% (35mg/kg KG) und Dormitor 
(200µg/kg KG) verwendet. Es wurde eine venöse Blutentnahme zur Serumdiagnostik 
und Bestimmung des Cholesterin – und Tryglyzeridgehalts durchgeführt. Den Tieren 
wurde eine letale Dosis Pentobarbital (Norcorven, Halbermoos, Deutschland) in einer 
Dosierung von 100mg/kg KG intravenös appliziert. Nach Eintritt des Todes erfolgte 
eine vom Rippenbogen bis zum Becken geführte mediane Inzision und die biiliacal 
implantierten Stents wurden weit im Gesunden entnommen. Die entnommenen 
Stents wurden mit NaCl 0,9% nach Entnahme durchspült, um eventuell gebildete 
Thromben innerhalb des Stent zu entfernen. Um die Stents sicher transportieren und 
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aufbewahren zu können, wurden sie in Einbettkassetten mit      Roti – Histofix 
Formaldehydlösung 45%, pH 7,0 (Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingelagert.  
 
2.5  Auswertung 
2.5.1  Zellkultur 
Ein Teil der entnommenen Stents wurde am Institut für kardiovaskuläre 
Molekularbiologie der RWTH Aachen (Leiter: Prof. Dr. Ch. Weber) ausgewertet. 
Hier wurde eine Zellkultur mit anschließender RNA – Isolierung, cDNA – Synthese 
und real – time - Polymerasenkettenreaktion zur Analyse der Genexpression  des 
Adhäsionsmoleküls VCAM – 1 durchgeführt. Β – Aktin wurde als endogene mRNA – 
Kontrolle verwendet. 
             Präparation glatter Muskelzellen 
Aus den in 45% Formaldehydlösung fixierten Stents wurden die glatten Muskelzellen 
der Intima freipräpariert. Zunächst wurden die Proben in eine 
„Aufbewahrungslösung“ (150mM NaCl, 4mM KCl, 15mM Hepes) zu der je 100ml 
120µl AmphoB und 300µl Gentamycin  steril hinzufiltriert wurden, bei 4°C 
aufgenommen. Anschließend wurden die Stents in eine Enzymlösung (2mg/ml 
Kollagenase, 0,4 mg/ml Elastase, 0,1 mg/ml Deoxyribonuclease) gebracht, zu der je 
pro 10ml 12µl AmphB und 30µl Gentamycin hinzugegeben wurden. Anschließend 
wurden die Stents für ein bis zwei Stunden (bis sich das Gewebe vollständig gelöst 
hatte) bei 37°C  und 251 rpm im Schüttler inkubiert . Die Proben wurden dann mit 
Hilfe von zwei verschiedenen Filtern gereinigt. Zuerst mit einem BD Falcon Cell 
Strainer 40ym Nylon Filter (Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland), dann mit 
einem Miltenyi Biotec GmbH Pre – Seperation Filter (Biotec, Emmerich, 
Deutschland). Anschließend wurden die filtrieten Zellen bei 1500rpm 10 Minuten lang 
zentrifugiert. Es schloss sich eine Waschung mit PBS mit erneuter Zentrifugation 
unter den selben Bedingungen wie zuvor an. Schließlich wurde das Zellpellet in 
Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 (Promo Cell, Heidelberg, Deutschland) 
resuspensiert und in T25 – Zellkulturflaschen (Greiner GmbH, Frickhausen, 
Deutschland) kultiviert. Die Zellkulturarbeit erfolgte unter sterilen Kautelen an einem 
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Reinluftarbeitsplatz. Untergebracht waren die Zellkulturflaschen in einem 
Begasungsbrutschrank mit 6,9% CO2 bei einer Temperatur von 37°C. Der 
Mediumwechsel bei den Zellen erfolgte zwei- bis dreimal wöchentlich. Nach 
festgesetzten Zeitpunkten wurde den Zellen das Medium entzogen und es folgte 
unverzüglich die RNA – Isolierung. Es wurden Zellen der ersten und zweiten 
Passage verwendet.  
             RNA – Isolierung 
Die Ribonukleinsäure (RNA) – Isolierung erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit (Quiagen, 
Hilden, Deutschland) entsprechend der Herstellerangaben (Quiagen RNeasy 
Handbook Juni 2001). Hierbei werden RNAs mit einer Länge von mehr als 200 
Basen an Silica – Gel – Membranen in einer Zentrifugensäule (Mikrospinsäule) 
gebunden, Verunreinigungen ausgewaschen und die RNA anschließend in Wasser 
eluiert. 
Reagenzien und Materialien sollten vor RNA – Kontakt vorbehandelt werden, wenn 
Sterilität, Pyrogen - , DNase – und RNasefreiheit nicht vom Hersteller garantiert ist. 
Durchführung: 
Die stimulierten Zellen wurden durch Abschöpfen des Kukturmediums durch Zugabe 
von 350 µl Lysispuffer im Zellkulturgefäß lysiert und in 1ml Reagenzröhrchen 
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) überführt. Das Lysat ist bei – 70 °C stabil und 
kann unter solchen Bedingungen monatelange gelagert werden. Homogenisieren 
des Lysats, sowie Scheren hochmolekularer DNA erfolgt durch mehrmaliges Auf – 
und Abziehen durch eine dünne Kanüle (Bsp: Microlane 3, Beckton & Dickinson, 
Heidelberg, Deutschland). Das Lysat wurde mit 70% - igen Ethanol versetzt und 
gemischt, auf RneasySpin Columns aufgetragen und ca. für 15 Sekunden bei 8000g 
zentrifugiert. Die Sammelbehältnisse wurden entleert und wiederverwendet, die RNA 
war jetzt in den Säulen gebunden. Es folgte eine Zugabe von 700µl Waschpuffer je 
Säule und erneutes Zentrifugieren für ca. 15 Sekunden bei 8000g. Anschließend 
wurde zweimal mit 500yl Waschpuffer gewaschen und die in der Säule gebundene 
RNA mit DEPC – behandelten Wasser eluiert.  
Bestimmung von Konzentrationen und Reinheiten: Es wurden je 5µl des Eluats und 
495µl mit DEPC – behandelten Wasser gemischt und eine Absorptionsmessung in 
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Glasküvetten durchgeführt. Ein Absorptionswert von 1 bis 260 nm entspricht einem 
RNA – Gehalt von 40µg/ml. Die Ratio der Absorption bei 260nm/280nm orientierte 
über den Reinheitsgrad der Extraktion. Werte zwischen 1,7 bis 2,0 sprechen für reine 
RNA. 
             cDNA – Synthese: Reverse Transcriptase 
Die cDNA – Synthese aus den isolierten RNA – Fragmenten erfolgte mit Hilfe des 
OmnisScript Reverse Transcriptase Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland) entsprechend 
dem Herstellerprotokoll (Omniscript Handbook, Juli/2003). 
Es wurden hierbei Oligo – dT - Primer und RNA in Aqua dest. verwendet. 
Reagiergefäße und zu benutzende Pipettenspitzen wurden vor Gebrauch dreifach 
autoklaviert. Die Arbeiten erfolgten mit sterilen, RNase – freien Handschuhen unterm 
Abzug. Unter Verwendung von Oligo – dT – Primern und RNA in Aqua dest. wurden 
in einem Zyklus (Denaturierung, Annealing und Synthese) durch die Omniscript 
Reverse Transcriptase (Quiagen, Hilden, Deutschland) RNA – cDNA – 
Heteroduplexe synthetisiert, die direkt in der Polymerasekettenreaktion eingesetzt 
wurden. Je 0,5 bis 2µg RNA wurden mit RNase – freien Wasser auf 8µl Volumen 
aufgefüllt und für zehn Minuten bei 65°C denaturier t. Nach Zugabe von 1µl Primer, 
2µl dNTP Mix, 0,25µl RNase – Inhibitor, 2µl Buffer RT sowie Omniscript Reverse 
Transcriptase, wurde das Gemisch für 60 Minuten bei 37° C inkubiert. Die 
gewonnene cDNA wurde bei – 20°C gelagert. 
Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Unter definierten Bedingungen und hinreichendem Substratangebot (energiereiche 
zyklische Triphosphate: dATP, dCTP, dGTP, dTTP) dupliziert Polymerase            
DNA – Fragmente hochspezifisch, initiiert durch vorheriges Anlagern 
sequenzkomplementärer kurzkettiger single strand – DNA, sog. Primer. Durch diesen 
Prozess gewinnt man Kopien des gesuchten Fragments und verbessert bzw. 
ermöglicht überhaupt die Nachweisbarkeit der DNA. Durch Verwendung zweier 
verschiedener Primer, von denen der eine für die antegrade, stromaufwärts gedachte 
Leserichtung, der zweite stromabwärts für die rückwärtige Leserichtung der 
komplementären Gegenseite verantwortlich ist, entstehen mit zunehmender 
Wiederholung der Reaktion ganz überwiegend Fragmente gleicher Länge. Sie 
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entsprechen der Länge des amplifizierten DNA – Fragmentes zwischen Erstbase des 
einen Primers und Erstbase in Gegenrichtung des zweiten Primers. Anhand der 
bekannten cDNA – Sequenz des gesuchten Gens kann die zu erwartende 
Fragmentlänge vorausgesagt werden. In unserem Fall sollten Endprodukte mit einer 
Fragmentlänge um ca. 200bp produziert werden. 
Als Template wurden die bei der cDNA – Synthese gewonnenen RNA – cDNA – 
Heteroduplexe unverändert weiterbenutzt. Für die Real – Time PCR wurde das 
QuantiTect SYBR Green PCR Kit Quiagen, Hilden,D) verwendet und nach 
Herstellerprotokoll (Handbook August, 2003) benutzt. 
Bei einer Real – Time – PCR handelt es sich um eine quantitative PCR. Dies 
ermöglicht, dass man aus der Menge an amplifizierten PCR – Produkten auf die 
Menge an eingesetzte DNA – Templetes schließen kann. Beispielsweise kann 
hierdurch die Transkriptionshäufigkeit bestimmter Gene ermittelt werden. 
Quantitative PCR kann als Endprodukt – Bestimmung durchgeführt werden, welches 
durch sog. Thermocycler (MJ Research, Waltham, Massachusettes, USA) ermöglicht 
wird. In diesen Geräten werden die PCR – Produkte direkt während ihrer 
Bildungszeit („Echtzeit“) erfasst. Hierzu wurde ein PCR – System verwendet, welches 
mit DNA – bindenden Floureszenzfarbstoffen arbeitet. Diese Farbstoffmoleküle 
lagern sich mit hoher Spezifität in die kleinen Furchen der doppelsträngigen DNA ein.  
Den Farbstoff, der verwendet wurde, ist SYBR Green I. Er war in dem verwendeten 
Kit (Quiagen Tect SYBR Green Kit) enthalten. Des weiteren enthält das Kit: 
- RNase freies Wasser 
- 2X Quanti Tect PCR Master Mix (aus Hot Star Taq DNA – Polymerase, die die 
Bildung von Primer – Dimeren und nicht – spezifischen PCR – Produkte 
minimiert und somit die Spezifität der Reaktion erhöht, PCR Puffer, dNTP – Mix, 
Referenzfarbstoff ROX, MagnesiumChlorid) 
Durchführung: 
- Auftauen aller Reagenzien 
- Pipettieren ohne Template: 2X Master Mix, Primer 1 (0,3µM), Primer 2 (0,3µM), 
RNase freies Wasser, Uracil – N – Glycosylase 
Material und Methoden 24 
 
Es empfiehlt sich Schmelzkurven zur Analyse anzufertigen. Anhand von 
Schmelzkurven kann man zwischen spezifischen und nicht – spezifischen PCR – 
Produkten oder gebildeten Primer – Dimeren, die eine niedrigere Schmelzkurve 
aufweisen, unterscheiden. So lässt sich die Spezifität der Assays bzw. Identität der 
PCR – Produkte verifizieren. 
Im Thermozykler wurde das Gemisch folgendermaßen weiterbehandelt: 
Schritte Procedere Temperatur Dauer 
1 
Aktivierung der Hot Star Taq DNA - 
Polymerase  
90° C 15 min 
2 Denaturierung 94 ° C 15 sec 
3 Primer Hybridisierung 55 ° C 30 sec 
4 Polymerisation 72 ° C 30 sec 
5 
Wiederholung von Schritt 1 – 4 um  
35x – 45x 
  
6 Zusätzliche Datenaufnahme 95 ° C 2 min 
7 Zusätzliche Datenaufnahme 50 ° C 2 min 
Tabelle 4: Einstellung des Thermozyklers zur Durchführung der PCR 
In der „real – time“ PCR wird sowohl die Expression des zu untersuchenden Gens 
und des endogenen Kontrollgens, des sogenannte Housekeeping Gens, in jeder 
cDNA – Probe untersucht. 
Der CT – Wert wird ermittelt, wenn während der Sequenzanalyse ein Anstieg des 
Signals zu verzeichnen ist. Er ist assoziiert ist mit einem exponentiellen Wachstum 
des PCR – Produkts. Der CT – Wert wurde für jede cDNA - Probe ermittelt. Die 
Ergebnisse werden als relativer Wert (Ratio zwischen Zielgen – Expression und β – 
Aktin Expression, Housekeeping Gen), dargestellt. 
 
2.5.2  Histologie 
Die histologische Aufarbeitung eines Teils der entnommenen Stents wurde im A.I. 
Virtanen – Institute for Molecular Sciences (Direktor: Prof. Seppo Ylä – Herttuala) der 
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Universität Koupio, Finnland durchgeführt. Die Bearbeitung der gewonnenen 
Gewebe erfolgte dort nach publizierten Protokollen der Arbeitgruppe vor Ort (84,85). 
Ziel war die Immunhistochemie mit dem Makrophagenmarkers RAM – 11 und dem 
HHF – 35, gegen muskelspezifisches α – Aktin. 
1. Vorbereitung der Probe 
Die Gewebe wurden bei Raumtemperatur in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert. 
Lösung Konzentration Zeit 
Ethanol 50% 1h 
Ethanol 80% 1h 
Ethanol 96% 2 x 1h 
Ethanol 96% 2h 
Ethanol 100% 2 x 2h 
Ethanol 100% 1h 
Xylen  2 x 1h 
Tabelle 5: Schema zur Dehydrierung der Gewebsproben 
Die Einbettungsschritte erfolgten nach Herstellerempfehlung mit dem Technovit 9100 
NEW Kit (EBSciences, East Granby, USA). 
2. Polymerisierung 
Die Gewebeproben wurden in Einbettungsformen überführt und in einer gekühlten 
Vakuumkammer vollständig mit der dem Kit zugehörigen Polymerisationsmixtur aus 
Methylmetacryl (MMA) bedeckt. Daraufhin wurde das Gewebe für drei bis fünf Tage 
bei einer Temperatur von – 16 °C, dann bei + 4 °C f ür ein bis zwei Stunden und 
anschließend für zwei bis drei Tage bei Raumtemperatur gehärtet. 
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3. Schneiden und Fixierung auf dem Objektträger 
Fünf Mikrometer große Semidünnschnitte wurden unter Verwendung eines 
Rotationsmikrotoms (Reichert Jung, Depew, USA) mit Hartgewebsklingen (Leica 
Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland) hergestellt, auf einen Superfrost – Objektträger 
(Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) aufgebracht und mit 70%igem Ethanol 
begradigt. Befestigt wurden die Schnitte am Objektträger mit Haupt´s Reagenz und 
anschließend mit einem Polyethylenfilm bedeckt. Die restliche Luft wurde entzogen 
und die Proben wurden unter Druck mindestens 48 Stunden bei + 42 °C gelagert. 
4. Entfernung der Polymerisationssubstanz 
Bei Raumtemperatur wurde das MMA durch Inkubation in Methylglykolacetat           
(2 – Metoxyethylacetet) entfernt (3 x 1h). Dann sind die Proben mit Xylen (3 x 1h) 
und in absteigender Alkoholreihe (100%, 96%, 70%, 50%) und destilliertem Wasser 
rehydriert worden. 
5. Gewebspermeabilisation 
Um in den Zellmembranen der Gewebeproben kleine Poren zu eröffnen, um ein 
besseres Färbergebnis zu erreichen, wurden diese mit 0,1%Triton X – 100 (Fluka, 
Mailand, Italien) in PBS für 10min bei Raumtemperatur inkubiert. Da der verwendete 
Farbstoff Diaminobenzidin mit Peroxidase reagiert und somit das Färbeergebnis 
beeinträchtigen kann, wurde anschließend die endogene Peroxidaseaktivität der 
Probe mittels 3%iger Hydrogenperoxidase reduziert. 
6. Färbung und immunzytologische Detektion von RAM – 11 und HHF – 35 
Nach einer einstündigen Blockierung mit Kaninchen/Pferd Serum (Vektor 
Laboratories, Burlingame, USA) bei Raumtemperatur, wurden die Objektträger für 
eine weitere Stunde mit den primären Antikörpern gegen RAM – 11 auf den 
Kaninchenmakrophagen, (Verdünnung 1:50) (Dako, Glostrup, Denmark) inkubiert. 
Ein anderer Teil der Objektträgern wurde mit primären Antikörpern gegen HHF – 35, 
welches sich auf dem α – und β – Aktin der glatten Muskelzellen befindet 
(Verdünnung 1:50), (Enzo diagnostics, Farmingdale, USA) inkubiert. Anschließend 
wurden sie nach Waschung mit dem zweiten Antikörper, Anti – Maus Antikörper, 
(Verdünnung 1:200) (Vector Labs, Burlingame, Kanada), für 30 Minuten inkubiert. 
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Dieser Sekundärantikörper ist mit Biotinmolekülen konjugiert, welche mit einer sehr 
hohen Affinität Avidin binden können. Nach Hinzufügen von Meerrettichperoxidase – 
konjugiertem Avidin, wurden die Signale des Avidin – Biotin Komplex (Vektor 
Laboratories, Burlgame, USA) mit Hilfe des Farbstoffes Diaminobenzidinen (DAB 
plus Kit, Zymed, Espoo, Finnland) sichtbar gemacht. Daraufhin wurden die 
Objektträger mit Harris´ Hematoxylin gegengefärbt, um eine prominente Färbung der 
Zellkerne zu erreichen. Nach einer Reinigung mit PBS, wurden die Objektträger 
erneut dehydriert (Schema s.o.) und mit Permount versiegelt. Anschließend wurden 
die Schnitte zur mirkroskopischen Auswertung an uns zurückgeschickt. 
7. Makrophagenverteilung 
Mittels der immunhistochemischen Färbung RAM 11 konnte die 
Makrophagenverteilung in den Präparaten visualisiert werden. Mikroskopisch folgte 
im Forschungslabor der Medizinische Klinik II der Universitätsklinik Schleswig – 
Holstein, Campus Lübeck eine semiquantitative Bewertung (Mikroskop: Olympus U – 
RTLT, Olympus Europa GmbH Hamburg, Deutschland, Software: cellF, Olympus 
Europa GmbH, Hamburg, Deutschland). Es wurden ausschließlich die Makrophagen 
in der Neointima gezählt. Jeweils vier Gesichtsfelder pro Schnitt wurden ausgezählt 
und anschließend der arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung 
bestimmt. 
8.  Morphologische Auswertung 
Die Schnitte der HHF – 35 – Färbung wurden zur Flächen – und 
Streckenbestimmung herangezogen und im Forschungslabor der Medizinischen 
Klinik II der Universitätsklinik Schleswig – Holstein, Campus Lübeck morphologisch 
ausgewertet. Um die histologische Schnitte auswerten zu können, wurden sie 
zunächst mit einem digitalen Kamerasystem für Mikroskope  (Olympus® CK2, 
Olympus Optocal CO., GmbH, Hamburg, Deutschland) abfotografiert und auf einen 
PC übertragen. Die Bilder wurden im weiteren Verlauf mit einem 
Bildanalyseprogramm (Mediquant Imaging – System, Halle, Deutschland) nach 
vorangegangener Kalibrierung vermessen. Die ermittelten Werte wurden in ein 
Tabellenkalkulationsprogramm (Excel 2000, Microsoft Corporation) überführt und 
verarbeitet.   
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der in der Histologie gemessenen  Flächen 
 
9. Flächenparameter 
Das zum Zeitpunkt des Finales vorhandene Lumen des Gefäßes wird von dem 
luminalen Anteil des neointimalen Gewebes begrenzt. Durch Umfahren der 
lumenseitigen Begrenzung wird der Umfang des Lumen gemessen und der 
Flächeninhalt ermittelt. Gemessen wurden weiterhin die Flächen, die durch die 
Lamina elastica interna (IEL) und die Lamina elastica externa (EEL) begrenzt 
werden. 
Die Neontimafläche (NF) und Mediafläche (MF) in mm² wurden rechnerisch 
folgendermaßen ermittelt: 
NF = Fläche unterhalb der Lamina elastica interna – Fläche des Lumens 
MF = Fläche unterhalb der Lamina elastica externa  - Fläche unterhalb der Lamina 
elastica interna 
Material und Methoden 29 
 
Aus den Flächen wurde dann die prozentuale Restenosierung (RF (%)) nach 
folgender Formel berechnet: 
100*  
IEL
eLumenfläch
   1(%) RF 





−=  
 
2.6  Statistik  
Alle Werte werden als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Stetige 
Variablen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit dem Mann – Whitney U Test 
verglichen. Kategorische Variablen wurden mit dem Fischer’s Exact Test verglichen. 
Ein p – Wert < 0,05 wurde als signifikant angesehen. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Versuchstiere 
Insgesamt wurden in dieser Studie 46 Kaninchen verwendet, von denen 30 Tiere den 
Finalversuch erreichten.  Von den 18 Kaninchen der Kontrollgruppe, bei der keine 
Diabetes – Induktion mittels Alloxan erfolgte, verstarben fünf Tiere vor 
Versuchsende. Zwei der Tiere verstarben an perioperativen Blutungskomplikationen, 
eins verstarb am ersten, ein weiteres am dritten postoperativen Tag. Ein Tier musste 
postoperativ aufgrund seines schlechten Allgemeinzustandes und 
Lähmungserscheinungen an den Hinterläufen am dritten postoperativen Tag 
eingeschläfert werden. Von den 28 Tieren in der mit Alloxan – behandelten Gruppe 
erreichten 17  das Versuchsende.  Zwei der Tiere verstarben während bzw. kurz 
nach der Alloxan – Applikation. Drei weitere Tiere verstarben 6 bis 7d, und vier 
weitere Tiere 9 bis 12d nach Alloxan – Applikation. Ein Tier verstarb aufgrund 
perioperativer Blutungskomplikationen, und ein weiteres in der postoperativen 
Beobachtungsphase. Keines der Versuchstiere erlitt eine Stentthrombose nach 
Implantation. 
 
Kontrollgruppe Diabetische Gruppe 
Gesamtzahl 18 28 
Tod während/nach 
Alloxan – Applikation 0 9 
Perioperativer Tod 2 1 
Tod in der 
postoperativen 
Beobachtungsphase 
3 1 
Gesamtmortalität 28% 39% 
Finalversuch 13 17 
Tabelle 6: Mortalität der Versuchstiere während des Versuchs aufgeteilt nach 
Todesursachen 
3.2 Alloxan – induzierter Diabetes mellitus 
Die Tiere erhielten drei unterschiedliche Dosen an Alloxan zur Diabetes – Induktion. 
Angefangen wurde mit einer Dosis von 50ml/kg, mit der vier Tiere behandeltet 
wurden. Zwei der Tiere zeigten nach Alloxan – Applikation keinen signifikanten 
Anstieg ihres Blutzuckers und wurden aufgrund konstant niedriger Werte in die 
Kontrollgruppe aufgenommen. Ein Tier verstarb ca. 19 h nach Applikation, ein 
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weiteres Tier verstarb nach zweifacher Applikation von 50mg/kg in einem Abstand 
von 28d und darauffolgender Applikation von 25ml/kg nach weiteren 9d während der 
Applikation. Da die Dosis von 50ml/kg nicht erfolgsversprechend schien, wurde die 
Dosierung auf 75mg Alloxan/kg erhöht. Mit dieser Dosierung wurden 14 Tiere 
behandelt. Von diesen Tieren verstarben acht während oder kurz nach der 
Applikation. Ein Tier war ein „Non – Responder“, der mit konstant normalen 
Blutzuckerwerten in die Kontrollgruppe aufgenommen wurde, fünf Tiere erreichten 
mit diabetischen Blutglukosewerten den finalen Versuch. Aufgrund dieser hohen 
Mortalität bei den Versuchstieren unter dieser Dosierung, reduzierten wir die Dosis 
auf 70mg Alloxan/kg. Zehn Tiere erhielten diese Dosierung, von denen neun Tiere 
mit diabetischer Stoffwechsellage das Finale erreichten und eins perioperativ 
verstarb. 
 
50mg/kg Alloxan – 
Monohydrat 
70mg/kg Alloxan – 
Monohydrat 
75mg/kg Alloxan 
– Monohydrat 
Anzahl der Tiere 4 10 14 
Diabetische 
Stoffwechsellage 0 10 13 
Non – Responder 3 0 1 
Tod während 
bzw. nach 
Applikation 
2 1 8 
Finalversuch 2 9 5 
Besonderheiten Zwei Tiere 
erhielten 
wiederholte 
Alloxan - 
Applikationen 
Ein Tier verstarb 
aufgrund 
perioperativer 
Blutungskomplikati
onen 
Ein Tier bekam im 
Abstand von 14 
Tagen  zwei 
Applikationen. 
Tabelle  7: Verteilung und Mortalitäten der Tiere mit den einzelnen Alloxandosierungen 
3.3 Stents 
Jedem Versuchstier wurde sowohl ein Bare metal Stent (BMS) als auch ein 
Tacrolimus – beschichteter Stent (TES) zufallsverteilt implantiert. Bei zwei Tieren aus 
der Kontrollgruppe und einem Tier aus der diabetischen Gruppe war nur die 
Auswertung eines der implantierten Stents möglich. Insgesamt konnten histologisch 
18 beschichtete Stents (jeweils neun pro Gruppe) und 18 unbeschichtete Stents 
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(jeweils neuen pro Gruppe) ausgewertet werden. Die Stents waren in allen Tieren 
zwischen 7 und 10 Wochen bis zum Exitus implantiert. Mittels Zellkultur konnten 
neun beschichtete Stents (sechs in der Kontrollgruppe und drei in der diabetischen 
Gruppe) und acht unbeschichtete Stents (vier in der Kontrollgruppe und 4 in der 
diabetischen Gruppe) ausgewertet werden.  Bei zwei Tieren aus der Kontrollgruppe, 
als auch bei einem Tier aus der diabetischen Gruppe waren die Stents für zwei 
Wochen implantiert. Bei den übrigen sieben Tieren lag der Abstand von der Stent 
Implantation bis zum Finalversuch bei 8 – 9 Wochen.  
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Abbildung 4: Verbleib und Auswertung der Stent der diabetischen Gruppe 
 
Zellkultur
n = 5
Histologie
n = 9
Zellkultur 
n = 4
Histologie
n = 9
Progress
n = 14
Master
n = 13
Kontrolltiere
n = 16
 
Ergebnisse 33 
 
Abbildung 5: Verbleib und Auswertung der Stents der Kontrollgruppe  
 
Abbildung 6: Röntgenbild nach biiliakaler Stentimplantation des BMS und TES 
 
3.4 VCAM1 – Expression 
Um die antiinflammatorischen Eigenschaften des Tacrolimus zu untersuchen, wurde 
die Expression des Adhäsionsmoleküls VCAM1 in der Neointima mittels PCR 
quantifiziert. Die relative VCAM1 – Expression wurde als Verhältnis zum exprimierten  
β – Aktin abgebildet. Im Vergleich zu den nicht – diabetischen Tieren zeigte sich eine 
erhöhte Expression des VCAM1 im diabetischen Tier bei implantierten Bare Metal 
Stent. In der diabetischen Gruppe brachte der Tacrolimus – beschichtete Stent eine 
„Down“ – Regulation des VCAM1 (p=0,05). Ein Unterschied zwischen den Tieren mit 
zwei Wochen und den Tieren mit acht – neun Wochen nach Stent Implantation 
wurde nicht festgestellt. 
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Abbildung 7: Darstellung der VCAM – 1 Expression bei Implantation eines BMS im 
Vergleich zwischen diabetischen und nicht – diabetischen Tieren 
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Abbildung 8: Einfluss des Tacrolimus auf die VCAM – 1 Expression in glatten 
Muskelzellen diabetischer Kaninchen, ermittelt durch quantitative PCR 
 
3.5 Auswertung der Makrophagenakumulation mittels RAM 11– Färbung 
Die Auszählung der Markrophagen zeigt einen signifikanten Unterschied der 
Makrophagenverteilung im diabetischen Tier zwischen dem BMS und  dem mit TES. 
Der Mittelwert an ausgezählten Makrophagen betrug in der Gruppe der diabetischen 
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Tiere mit implantierten Bare Metal Stent 24,31 ± 5,88. In der Gruppe mit dem 
Tacrolimus – beschichteten Stent betrug dieser 16,81 ± 5,55 (p= 0,01).  
                                                                                                                                   
   
Abbildung 9: Histologischer Schnitt  Abbildung 10: Histologischer Schnitt 
durch die A. iliaca interna eines                       durch die A. iliaca interna eines  
diabetischen Tier mit BMS                        diabetischen Tier mit TES 
(RAM 11 Färbung, 4x vergr.)             (RAM 11 Färbung, 4x vergr.) 
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Abbildung 11: Einfluss der Tacrolimusbeschichtung auf die neointimale 
Makrophagenansammlung im diabetischen Tier 
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3.6 Morphometrische Daten 
Die histologischen Untersuchungen wurden bei allen Stents durchgeführt. Es wurden 
jeweils Schnitte aus dem mittleren Drittel der Stents ausgewertet. Alle Anaysen 
wurden verblindet durchgeführt, mit Unkenntnis der Durchführer über die jeweilige 
Stentart.      
                                                                                                                                                               
                        
Abbildung 12: Histologischer Schnitt  Abbildung 13: Histologischer Schnitt  
durch die A. iliaca interna eines                       durch die A. iliaca interna eines  
diabetischen Tier mit BMS                          diabetischen Tier mit TES 
(HHF 35 Färbung, 4x vergr.)             (HHF 35 Färbung, 4x vergr.) 
 
Für die absolute Neointimafläche ergab sich für den Bare Metal Stent ein 
arithmetischer Mittelwert von 0,88mm² ± 0,32. Beim Tacrolimus – beschichteten 
Stent lag dieser bei 1,13mm² ± 0,31. Die Daten erreichten somit keine statistische 
Signifikanz (p= 0,11).  
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Abbildung 14: Einfluss der Tacrolimusbeschichtung auf die Neointimafläche im 
diabetischen Tier 
 
Die Fläche der Media betrug beim Bare Metal Stent 0,35mm² ± 0,05. Beim 
Tacrolimus – beschichteten Stent war diese leicht höher und lag bei 0,29mm² ± 0,19 
(p=0,39). 
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Abbildung 15: Einfluss der Tacrolimusbeschichtung auf die Mediafläche im 
diabetische Tier 
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Die durchschnittliche prozentuale Restenosierung war beim BareMetal Stent mit 22% 
± 6 niedriger als beim mit Tacrolimus – beschichteten Stent (31% ± 10) (p=0,05). 
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Abbildung 16: Einfluss der Tacrolimusbeschichtung auf den Stenosegrad im 
diabetischen Tier 
 
Eine Übersicht über alle histomorphometrischen Daten bietet Tabelle 8 
Diabetische Tiere 7 – 9 Wochen 
 Bare Metal Stent Tacrolimus Stent p - Wert 
Lumen 3,41 ± 0,35mm2 2,55 ± 0,76mm2 0,01 
Neointima 0,88 ± 0,32mm2 1,13 ± 0,31mm2 0,11 
Media 0,23 ± 0,05mm2 0,29 ± 0,19mm2 0,39 
Stenosediameter 22 ± 6,02% 31 ± 10,47% 0,01 
Tabelle 8: Übersicht aller histomorphometrischer Daten 
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4 Diskussion 
Ziel dieser Arbeit war es, einen Tacrolimus - beschichteten Stent in einem 
diabetischen Tiermodell zu evaluieren. Im Hinblick auf die periprozedurale Mortalität 
und Morbidität konnte der Tacrolimus - beschichtete Stent mit einer hohen 
Erfolgsrate in die Iliakalarterien der Kaninchen implantiert werden. In einem Zeitraum 
von zwei Monaten nach Implantation konnte der Stent, im Vergleich zum BMS, die 
Expression des Entzündungsmarkers VCAM1 im diabetischen Tier signifikant 
senken. Die Makrophagenansammlung in der Neointima wurde ebenfalls durch die 
Tacrolimusbeschichtung signifikant im diabetischen Tier gesenkt. Das Ausmaß der 
neointimalen Proliferation zeigte nach demselben Zeitraum zwischen den beiden 
Stents keinen signifikanten Unterschied. Der Stenosegrad war beim Tacrolimus – 
beschichteten Stent im Vergleich zum BMS sogar leicht erhöht. 
 
4.1 Tierversuche zur Evaluation von Stents 
Wegen der großen klinischen Bedeutung der In – Stent Restenose, insbesondere bei 
Diabetikern, sind die wissenschaftlichen Bemühungen auf diesem Gebiet enorm. 
Präklinische Untersuchungen haben, sowohl in vitro als auch im Tierversuch, 
zahlreiche Erkenntnisse hinsichtlich der Pathophysiologie der Restenose erbracht. 
Klinische Studien wurden auf der Grundlage von Erfolgen im Tierversuch 
durchgeführt. Jedoch die meisten Interventionen, die im Tierversuch erfolgreich 
waren, zeigten am Menschen keinen positiven Effekt. Die Tatsache, dass bei allen 
Tiermodellen zur Stent – Restenose der Stent in gesunde Arterien implantiert wird, 
und nicht wie beim Menschen in arteriosklerotisch vorgeschädigte Gefäße, ist ein 
gravierender Nachteil und Unterschied. Dennoch ermöglichen gegenwärtig aufgrund 
der komplexen, multifaktoriellen Genese der Restenose Tierversuche die größte 
Annäherung an die Verhältnisse im Menschen (86).  
Grundsätzlich können Tierversuche zur Entstehung der Restenose sowohl an 
großen, als auch kleinen Tiermodellen durchgeführt werden. Vorteile bei der 
Verwendung von  Kleintiermodellen, wie wir sie verwendet haben, sind die 
einfacherer Handhabung und die geringere Kostenintensivität. Ohne größeren 
Aufwand kann eine hohe Anzahl an Kleintieren gehalten werden. Bei 
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Großtiermodellen kommt es schneller zu Schwierigkeiten in der Unterbringung. Die 
Anschaffung der Kleintiere ist ebenfalls unproblematisch. Es ist leichter möglich, viele 
Tiere der gleichen Rasse, des gleichen Geschlechts und des gleichen Alters zu 
beziehen. Hieraus ergeben sich auch Vorteile bezüglich einer Standardisierung und 
einer Verringerung von biologischen Variablen.  Auch der zeitliche und personelle 
Aufwand ist beim Kleintiermodell geringer einzustufen als beim Großtiermodell. Das 
experimentelle Vorgehen stellt aber aufgrund der Größendiameter des Tieres hohe 
Anforderungen an den Experimentierer.  
Es existieren schon einige etablierte Modelle mit Alloxan - behandelten Kaninchen, 
auch gibt es etablierte Studien, die Stent Implantationen beim Kaninchen 
durchgeführt haben. Wir haben zum ersten Mal Stent Implantationen bei Kaninchen, 
die mit Alloxan behandelt wurden, vorgenommen. Die Iliakalarterien der Kaninchen 
entsprechen in etwa der Größe von humanen Koronararterien, darum sind sie als 
Implantationsstelle bestimmt. 
 
4.2 Alloxan – induzierter Diabetes mellitus 
Für diese Arbeit wurde ein mit Alloxan-induziertes diabetisches Kaninchenmodell 
etabliert, um die Effekte des Tacrolimus - beschichteten Stents im diabetischen 
Stoffwechsel zu evaluieren. Bei dem Modell handelt es sich um eine Mischform 
zwischen dem Typ1 und Typ2 Diabetes mellitus. Durch die Alloxan – induzierte 
Zerstörung der Beta – Zellen des endokrinen Pankreas wurde ein Typ1 – Diabetes 
simuliert. Durch die cholesterinreiche artherogene Diät der Kaninchen konnte der 
pathologische Stoffwechsel eines Typ 2 Diabetikers imitiert werden. 
Es gibt einige Tiermodelle, welche die pathophysiologischen Prozesse der 
Restenose im diabetischen Stoffwechsel untersucht haben. In einem Rattenmodell 
suggerierten Park et al., durch einen Vergleich eines Typ 1 -  mit einem Typ 2 - 
Rattenmodell, dass eine gesteigerte Restenosierung eher als Folge einer 
Insulinresistenz denn als Folge eines Diabetes mellitus per se ist. Dies wurde 
verdeutlicht durch eine gesteigerte Neointima – Proliferation beim Typ 2 – Modell, bei 
reduzierter     Neointima – Proliferation beim Typ1 – Modell.  Es wird vermutet, dass 
ein hyperglykämischer Status die vaskuläre Antwort auf eine Gefäßverletzung 
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potenziert und dies eventuell den ersten Schritt bei der Restenosierung darstellt (87). 
Die gesteigerte Anzahl an Glykosierungsendprodukten (AGE) und deren Rezeptor 
(RAGE) führt zu einer gesteigerten Rekrutierung und Aktivierung inflammatorischer 
Zellen und impliziert eine verminderte vaskuläre Funktion.  Es wurde in einer 
weiteren Studie gezeigt, dass es bei Diabetikern, im Vergleich zu Nicht – Diabetikern,   
zu einer erhöhten Expression von Adhäsionsmolekülen aus Endothelzellen und 
vaskulären glatten Muskelzellen kommt. Dies kann auch ein Grund für das erhöhte 
Restenoserisiko beim Diabetiker sein (88). 
In dieser Untersuchung wurde ebenfalls eine erhöhte Expression von VCAM – 1 im 
diabetischen Tier gezeigt. Es gab keinen ersichtlichen Unterschied in der VCAM1 – 
Expression zwischen den Tieren mit 2 Wochen und denen mit 8 bis 9 Wochen 
Implantationsdauer. Eine Studie von Shimazu et al. zeigte in einem Schweinemodell, 
dass bei Tieren nach Stent Implantation ein Gipfel der VCAM1 – Expression nach 3 
Wochen zu beobachten war, es aber auch nach vier Wochen zu keinem starken 
Abfall kam anders als bei Tieren, die eine Ballonangioplastie bekamen. Hier könnte 
man eine „late restenosis“ bei Stent Implantation als Ursache vermuten (89).  
 
4.3 Tacrolimus als Wirkstoff zur Reduktion der Stent – Restenose 
Eine Reihe von Wirkstoffen sind bislang auf ihre Fähigkeit, die Restenoserate zu 
senken, untersucht worden. Neben antiinflammatorisch wirkenden Medikamenten, 
sind auch Substanzen, die eine antiproliferative Komponente besitzen, evaluiert. 
Tacrolimus, ein Makrolid, wird eingesetzt als Immunsuppressivum und besitzt sowohl 
eine antiinflamatorische als auch eine antiproliverative Wirkung. Einige Studien 
haben bereits das Potential von Tacrolimus zur Reduktion der Stent – Restenose 
untersucht.  
Tacrolimus ist in der Lage, die Expression von vaskulären Adhäsionsmolekülen wie 
dem VCAM1 zu reduzieren. Dies wurde schon in einigen Studien in der 
Neurodermitis – und der Arterioskleroseforschung gezeigt. Wahrscheinlich reguliert 
Tacrolimus über die TNFα – Sekretion die Downregulation von VCAM 1 (94,95). In 
unserer Studie konnten wir ebenfalls eine reduzierte VCAM 1 – Expression beim 
Tacrolimus – beschichteten Stent im Vergleich zum BMS beobachten, was die 
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Entzündungsreaktion nach Stent Implantation und somit die Restenoserate günstig 
beeinflusst. 
Hehrlein et al. beobachteten in einer Studie mit Schweinen sowohl nach vier als auch 
nach zwölf Wochen Implantationsdauer, eine signifikante Reduktion der Neointima 
durch einen Tacrolimus – beschichteten Stent in einer Dosierung von 180µg. Es 
zeigte sich jedoch keine Reduktion der neointimalen Proliferation bei einem mit 50µg 
Tacrolimus – beschichteten Stent nach beiden Zeitintervallen (91). Auch Huang et al. 
zeigten in einem Schweinemodell, dass nach vier Wochen durch einen mit 
Tacrolimus – beschichteten Stent mit einer Dosierung von 200µg eine signifikante 
Reduktion der Neointimafläche stattfand. Auch die Makrophageninfiltration war im 
Vergleich zum BMS signifikant reduziert (92). Wienke et al. beobachten in einem 
Kaninchenmodell bei einer Tacrolimus – Bechichtung mit 60µg als auch mit 120µg 
eine signifikante Reduktion der Neointimafläche und auch der 
Makrophageninfiltration nach vierwöchiger Implantationsdauer. Des Weiteren wurde 
eine leicht erhöhte Mediafläche beim Tacrolimusstent im Vergleich zu einem BMS 
beobachtet(51).                     
In der hier vorgestellten Studie wurde bei 8 ± 1 Wochen Implantationsdauer beim 
diabetischen Tier mit einer Dosis von 173µg Tacrolimus pro Stent, keine Reduktion 
der Neointimafläche beobachtet. Es zeigte sich im Gegenteil ein erhöhter 
Stenosegrad beim Tacrolimus – beschichteten Stent im Vergleich zum BMS. Jedoch 
kam es zu einer signifikanten Reduktion der Makrophageninfiltration im Vergleich zu 
einem BMS. Die reduzierte Makrophageninfiltration kann auf eine hemmende 
Wirkung des Tacrolimus auf IL2, INFγ und andere Zytokine zurückgeführt werden. 
Eine hierdurch reduzierte Neointimaproliferation konnte allerdings nicht beobachtet 
werden, es kam eher zu einer tendentiell erhöhten Neointimafläche beim Tacrolimus 
– beschichteten Stent im Vergleich zum BMS. Dies könnte mit der relativ niedrig 
gewählten Dosierung an Tacrolimus im Zusammenhang stehen. Die Mediafläche war 
bei der Gruppe mit den Tacrolimus – beschichteten Stents leicht höher, als bei der 
Gruppe mit den BMS. Vermutlich kann das auf die Stimulation des Tacrolimus auf 
die TGFβ - Freisetzung zurückgeführt werden (93). 
Kornowski et al. beobachteten in einer Studie mit Schweinen eine positive 
Korrelation zwischen dem Ausmaß an inflammatorischer Reaktion und der 
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neointimalen Proliferation nach Stent Implantation bei einer Implantationsdauer von 
vier Wochen (19). In einer klinischen Studie von Abizaid et al. konnte im Vergleich 
zwischen IDDM, non – IDDM und nicht – Diabetikern, eine signifikant erhöhte 
Restenoserate nach Stent Implantation bei den diabetischen Patienten beobachtet 
werden (43). Bei der Etablierung unseres Tiermodels wurde im diabetischen Tier im 
Vergleich zum nicht – diabetischen Tier keine Reduktion der neointimalen 
Proliferation beobachtet, aber eine Reduktion der Makrophagenakkumlation in der 
Neointima. Es zeigt sich eine Dissoziation des bisher postulierten Dogmas, dass die 
Inflammation nach Stent Implantation eine bedeutende Rolle spielt und 
ausschlaggebend im Prozess der Restenosierung ist. Bei Alloxan – induziertem 
Diabetes mellitus und gleichzeitiger Cholesterin – reicher Diät scheint laut einer 
Studie von Nordestgaard et al. der artheriosklerotische Effekt des Diabetes reduziert 
zu sein. Dies wird erklärt durch einen reduzierten Gefäßpermeabilitätskoeffizienten 
für Cholesterolester (90). Es könnte eine Erklärung für einen reduzierten 
Stenosegrad, bei gleichzeitig erhöhter Inflammation im diabetischen Tier sein. 
Ähnliche Effekte können für die erhöhte Restenosierung bei reduzierter 
Makrophagenakkumulation im diabetischen Tier nach TES – Implantation 
verantwortlich sein. Auch wenn Tacrolimus die inflammatorische Reaktion reduziert, 
kann es aufgrund der unterschiedlichen Stenteigenschaften des TES im Vergleich 
zum BMS (z.B. Trägersubstanz) zu einer gesteigerten Fremdkörperreaktion und 
somit zu einer erhöhten Stenoserate führen. 
Derzeit liegen kaum Daten aus klinischen Studien vor, die Tacrolimus – freisetzende 
Stents in humanen Koronararterien untersuchen. Grube et al. starteten im Jahre 
2001 die PRESENT I Studie, bei der mit 60µg beladene Tacrolimus - Stents mit 
Keramikbeschichtung bei 22 Patienten implantiert wurden. Als Kontrolle dienten 
Keramikstents ohne Tacrolimusbeschichtung. Diese Studie wurde im April 2002 
aufgrund von zwei Fällen, bei der es zu erneuten Revaskulationsmaßnahmen 
kommen musste, eingestellt. Wenig später wurde die PRESENT II Studie mit 
Tacrolimus - beschichteten Stents in einer Dosierungen von 230 µg begonnen, bei 
der in sieben von 25 Fällen erneute Revaskulierungsmaßnahmen aufgrund 
neointimaler Lumenverengung notwendig wurden. Basierend auf den Ergebnissen 
dieser Versuche hat man sich dazu entschieden, auf Keramikbeschichtungen zu 
verzichten. Zurzeit läuft die PRESET Studie, bei der das Tacrolimus in einer 
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Dosierung von 230µg ohne zusätzliche Beschichtung direkt auf den Stent 
aufgetragen wird. Als Kontrolle dienen Bare Metal Stents. Die Ergebnisse dieser 
Studie stehen noch aus (96).   
 
4.4 Limitationen der Arbeit und Ausblick 
Die in dieser Arbeit gesammelten Daten wurden im Tiermodell erhoben und die 
Stents wurden hierbei in gesunde Iliakalarterien implantiert, so dass die Ergebnisse 
nicht ohne Vorbehalte auf menschliche, artherioklerotisch veränderte und kalzfizierte 
Arterien übertragen werden können. Der durch Alloxan induzierte Diabetes in dieser 
Arbeit bewirkt in der kurzen Zeit keine Gefäßveränderungen, wie sie beim 
langjährigen Typ1 bzw. Typ 2 Diabetiker zu beobachten sind. Sie sind somit nur 
bedingt auf den Menschen übertragbar.  
Die hier vorgestellte Studie ist die erste, bei der mit Tacrolimus – beladene Stents in 
Iliakalarterien von diabetischen Kaninchen implantiert wurden.  
Tacrolimus scheint aufgrund seiner Eigenschaften und Wirkungen auf 
inflammatorische Prozesse im Rahmen der Stent Restenose, einen 
vielversprechenden Ansatz zu bieten. In seiner bestehenden Form erscheint ein 
klinischer Einsatz des TES beim Diabetiker nicht sinnvoll. 
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5 Zusammenfassung 
Trotz verbesserter Techniken bleibt die Restenose nach Stent Implantation, 
insbesondere bei Diabetikern, ein zentrales Problem der interventionellen 
Kardiologie. Bedeutend für die Entstehung der Restenose sind die Proliferation von 
glatten Muskelzellen, die Produktion extrazellulärer Matrix und inflammatorische 
Prozesse. In letzter Zeit wurden mehrere Studien mit Medikamenten – beschichteten 
Stents durchgeführt, da die lokale und anhaltende Applikation von antiproliferativ 
wirkenden Substanzen einen wesentlichen Beitrag zur Reduktion der Restenose 
leisten kann. Das Rapamycin – Derivat Tacrolimus besitzt als Immunsuppressivum 
sowohl antiinflammatorische als auch antiproliferative Eigenschaften. Ziel dieser 
Studie war die Evaluierung eines Tacrolimus - beschichteten Stents zur Prävention 
der Restenose im diabetischen Tiermodell. Tacrolimus beladene Stents (TES), mit 
einer Dosierung von 173µg, und  Bare Metall Stents (BMS) wurden  biiliakal  sowohl 
in diabetische Tiere implantiert, als auch in nicht – diabetische Tiere. Ein geeignetes 
diabetisches Kaninchenmodell zur Restenose wurde an der Medizinischen Klinik der 
RWTH Aachen zuvor erfolgreich etabliert.  Die Tiere wurden teilweise nach zwei und 
teilweise nach 8 ± 1 Wochen geopfert. 12 TES und 13 BMS konnten in der 
diabetischen Gruppe und 14 TES und 13 BMS in der Kontrollgruppe ausgewertet 
werden. Histomorphometrische und  immunhistochemische Analysen und Analysen 
zur Genexpression wurden durchgeführt. Die relative VCAM 1 – Expression  wurde 
durch den TES signifikant reduziert (1,9 *10-3 ± 3 *10-4 vs. 8x10-4 ± 6 *10-4, p=0,05). 
Die durchschnittliche absolute Makrophagenakkumulation in der Neointima wurde 
durch den TES im Vergleich zum BMS ebenfalls signifikant gesenkt (16,81± 5,55 vs. 
24,31 ± 5,88, p=0,01). Die prozentuale Restenosierung war beim BMS geringer als 
beim TES (22 ± 6% vs. 31 ± 10%, p=0,05). Auch die durchschnittliche 
Neointimafläche war beim BMS tendentiell geringer als beim TES (0,88 ± 0,32mm² 
vs. 1,13 ± 0,31mm², p=0,11). Somit konnte die Entzündungsreaktion durch den TES 
deutlich reduziert werden, aber die neointimale Proliferation wurde durch diesen 
Stent nicht günstig beeinflusst. Aufgrund der positiven funktionellen Befunde bietet 
Tacrolimus einen vielversprechenden Ansatz in der Prävention der Restenose nach 
Stent Implantation. In seiner bestehenden Form erscheint ein klinischer Einsatz des 
TES beim Diabetiker jedoch noch nicht sinnvoll. 
 
Zusammenfassung 46 
 
Summary 
In spite of improved technical methods, restenosis following stent implantation 
remains a central problem in interventional cardiology, especially in diabetic patients. 
Eminent for the development of restenosis are the proliferation of smooth muscle 
cells, the production of extracelluar matrix and inflammatory processes.  Recently, a 
number of studies using drug-eluting stents have been performed, since the local and 
sustained application of antiproliferativ drugs can achieve a decrease in restenosis 
rates. Tacrolimus, a Rapamycin-derivative, owns, as an immunsuppressiv drug, 
antiinflammatoric as well as antiprolifative features. Aim of this study was to evaluate  
a Tacrolimus – eluting stent regarding restenosis in a diabetic animal model. 
Tacrolimus – eluting stents (TES) with a dosage of 173µg and Bare Metal Stents 
(BMS) were implanted biiliacal in alloxan – treated diabetic rabbits as well as         
non – diabetic rabbits. At the RWTH Aachen, an appropriate diabetic rabbit model 
was successfully established. The animals were partly sacrified after two weeks, and 
partly after 8 ± 1 weeks. 12 TES and 14 BMS could be analysed in the diabetic and 
13 TES and 14 BMS in the non – diabetic group. Histomorphometric and 
immunhistochemical analyses and gene expression studies were performed. The 
procentual restenosis was lower with the BMS than with the TES (22 ± 6% vs. 31 ± 
10%, p=0,05). The average rate of neointimal formation tended to be lower in the 
BMS group in comparism to the TES group (0,88 ± 0,32mm² vs. 1,13 ± 0,31mm², 
p=0,11). The average number of macrophages in the neointima was significantly 
decreased in the TES as compared to the BMS group (16,81± 5,55 vs. 24,31 ± 5,88, 
p=0,01). The relative VCAM 1 – expression was also decreased by the TES (1,9x 10-
3
 ± 3 *10-4 vs. 8x10-4 ± 6 *10-4 , p=0,05). Consequently, the inflammatory reaction was 
successfully suppressed by the TES, but the neointimal proliferation could not been 
positively influenced by this stent. Therfore, clinical evaluation of the TES in its 
current form, seems not justified yet in diabetic patients. Tacrolimus is offering a 
promising onset in the prevention of restenosis after stent implantation, which should 
be investigated further more. 
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